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Özet: Bu çal›flmada, infeksiyöz bronflitis virusu (IBV)’nun k›sa sürede tespit edilmesi amac› ile fikze edilmemifl-taze trakeal organ
kültürleri (TOK)’nde immunoperoksidaz tekni¤inin uygulanabilirli¤i incelendi. Bu amaçla, bir günlük SPF civcivlerden haz›rlanan
TOK’ne IBV M41 referens suflunun farkl› dilusyonlar› inokule edildi. IBV antijeni, TOK’nde inokulasyondan 18 saat sonra
immunoperoksidaz (IP) tekni¤i ile saptand›. IP boyama, tüm dilusyonlarda siliostazisden önce gözlendi. IP tekni¤i, formalin ile fikze
edilmifl ve parafinle bloklanm›fl TOK kesitlerinde viral antijeni ortaya koymak amac› ile de uyguland›. Viral antijen bu kesitlerde de
tespit edildi. IBV ile infekte trakeal halkalar›n histopatolojik incelemesinde, kinosilyum kayb›, lamina epitelyaliste yass›laflma, epitel
hücrelerde yuvarlaklaflma ve dökülme gözlendi.
Anahtar Sözcükler: ‹nfeksiyöz bronflitis virusu, Trakeal organ kültürü, ‹mmunoperoksidaz

Detection of Infectious Bronchitis Virus in Tracheal Organ Cultures Using the
Immunoperoxidase Technique
Abstract: The applicability of the immunoperoxidase (IP) technique in unfixed-fresh tracheal organ cultures (TOCs) was investigated
for rapid detection of infectious bronchitis virus (IBV). For this purpose, TOCs prepared from one-day-old SPF chicks were inoculated
with IBV M41 strain in serial dilutions. IBV antigen detected by IP technique in TOCs 18 h postinoculation. IP staining was observed
before siliostasis in all dilutions. The IP technique was also applied to detect IBV antigen in formalin-fixed, paraffin-embedded
sections of TOCs inoculated with IBV M41 strain. Viral antigen was also detected in these sections. Histopathological examinations
of IBV M41 infected tracheal rings showed loss of cilia, flattening of lamina epithelialis, and rounding and desquamation of epithelial
cells.
Key Words: Infectious bronchitis virus, Tracheal organ cultures, Immunoperoxidase

Girifl
‹nfeksiyöz
bronflitis
virusu
(IBV),
tavuk
yetifltiricili¤inde önemli ekonomik kay›plara yol açan
infeksiyonlardan biridir (1-3). Ülkemizde de infeksiyonun
varl›¤› yap›lan serolojik ve virolojik çal›flmalarla ortaya
konmufltur (4-7). Virus solunum yolu infeksiyonu ve
nefritis oluflturmas› yan› s›ra, yumurta verimini ve
kalitesini olumsuz yönde etkilemektedir (3,8-10).
‹nfeksiyöz bronflitis (IB)’in tan›s› virusun kendisinin ya da

spesifik antikor yan›t›n›n saptanmas› ile yap›lmaktad›r.
Virusun saptanmas›nda ise virus izolasyonu ve
identifikasyonu yan› s›ra, daha k›sa sürede sonuç al›nan
direkt tespit yöntemleri kullan›lmaktad›r. Bu yöntemler
aras›nda en önemlileri, spesifik antikorlar›n kullan›m› ile
infekte doku kesitlerinde viral antijeni ortaya koyan
immunofluoresan tekni¤i (IFT) ve immunoperoksidaz
tekni¤i (IPT) ile viral genomun belirlenmesine yönelik
uygulanan polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)’dur (11-13).

* Bu çal›flma TÜB‹TAK taraf›ndan VHAG-1441 nolu projeyle desteklenmifltir.
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‹mmunoperoksidaz tekni¤i (IPT), infekte dokularda
viral antijeni, peroksidaz iflaretli spesifik konjugat ile
tespit eden ve ortama substrat ile kromojenin kat›lmas›
sonucu reaksiyonu görülebilir hale getiren bir
yöntemdir. IPT günümüzde IB yan›s›ra infectious
bursal disease (IBD), egg-drop syndrome (EDS) gibi
çeflitli infeksiyonlar›n tan›s›nda kullan›lmaktad›r
(14,15).
IBV’nun izolasyonu amac› ile Trakeal Organ
Kültürleri (TOK) s›kl›kla kullan›lmaktad›r. TOK’leri 1920 günlük Specific Pathogen Free (SPF) tavuk
embriyolar›ndan haz›rlanmakta ve IBV’nun saha
sufllar›n›n adaptasyonuna gereksinim duyulmaks›z›n ilk
pasajlarda siliostazis oluflturmaktad›r (2,16).
Siliostazis, virusa spesifik bir özellik olmamas› nedeni
ile, IBV’nun identifikasyonunun virus nötralizasyon
testi ile teyidi gerekmektedir. Trakeal dokuda
siliostazis oluflum süresi, inokulumdaki virus miktar›na,
virus sufluna ve genetik faktörlere göre de¤iflmekle
birlikte, inokulasyondan yaklafl›k 18-24 saat sonra
bafllamakta ve aktivitenin % 100 oran›nda durmas› 72
saat içinde tamamlanmaktad›r (17,18). IBV’nun
izolasyonunda oldukça duyarl› bir teknik olan
TOK’lerinde virusun tespit edilme süresini k›saltmaya
yönelik yap›lan bir çal›flmada, Bhattacharjee ve ark.
(19), TOK ile IFT’ni birarada kullanarak IBV-spesifik
fluoresan ›fl›man›n 24 saatten daha k›sa sürede
saptand›¤›n› rapor etmifllerdir. Ayn› çal›flmada, IF
boyaman›n trakeal halkalardaki siliostazisten daha önce
ortaya ç›kt›¤› ve bu tekni¤in IBV’nun h›zl›
identifikasyonunda kullan›labilece¤i bildirilmifltir.
IBV ile infekte trakeal halkalar›n histopatolojik
incelemelerinde, siliostazis yan› s›ra, trakean›n siliar epitel
katman›nda dökülmeler, yine epitel hücrelerde
yuvarlaklaflma, çekirdeklerinde piknoz ve yayg›n
deskuamasyon ile kinosilyumlarda kay›p, dejeneresyon ve
epitel hücrenin tamamen dökülmesi gibi de¤ifliklikler
gözlenmektedir (20,21).
Bu çal›flmada, IBV ile infekte edilmifl TOK’lerinde IP
tekni¤inin uygulanabilirli¤inin incelenmesi ve bu teknik ile
viral antijenin trakeal dokularda k›sa sürede saptanmas›
amaçlanm›flt›r. Ayr›ca IP tekni¤i, taze trakeal dokular yan›
s›ra parafinle bloklanm›fl trakeal dokudan haz›rlanan
kesitlerde de uygulanarak kesitlerin bu amaçla
kullan›labilirlili¤i incelenecektir.
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Materyal ve Metot
SPF Embriyolu Tavuk Yumurtas›: Bir günlük SPF
embriyolu tavuk yumurtalar› Manisa Tavuk Hastal›klar›
Araflt›rma ve Afl› Üretim Enstitüsünden sa¤land›.
Minimum Essential Medium: TOK haz›rlanmas›nda
ve referens virusun titrasyonunda Minimum Essential
Medium (MEM) (Sigma M0643) kullan›ld›.
TOK Haz›rlanmas›: Trakeal halkalar 19-20 günlük
SPF tavuk embriyolar›ndan veya 1 günlük SPF
civcivlerden haz›rland›. Halkalar›n her biri inverted
mikroskopta incelenerek siliar aktivite yönünden
incelendi. Halkalar›n % 100 siliar aktivite gösterenleri
ayr›larak kullan›ld› (16).
IBV M41 Referens Suflun TOK’lerinde Titrasyonu:
Referens virusun (IBV M41) steril MEM ile 10 katl›
suland›rmalar› yap›larak, trakeal halkalara inokule edildi
ve % 100 siliostazisin gözlendi¤i son nokta saptand›.
Sonuçlar Reed ve Muench Yöntemi (22) ile hesaplanarak,
5.13 log10 CD50 (% 50 siliostatik doz) / ml olarak
saptand› (16).
Anti-IBV Poliklonal Serum: IBV M41 suflu 103 EID
(Embriyo ‹nfektif Doz)/ml miktar›nda 3-5 haftal›k SPF
piliçlere subkutan yol ile iki defa inokule edilerek
haz›rland›.
TOK’lerinin IBV M41 ile ‹nfeksiyonu: Trakeal
halkalar haz›rland›ktan 24 saat sonra siliar aktiviteleri
kontrol edildi ve % 100 siliar aktiviteye sahip olan
halkalar 4.13 log10 CD50 / ml IBV M41 ile inokule edildi.
Virusun trakeaya absorbsiyonu için kültürler 37 ºC’de ve
statik durumda bir saat inkube edildi. ‹nkübasyon süresi
sonunda inokulum uzaklaflt›r›ld› ve halkalar›n üzerine
0,15 ml MEM eklendi ve % 5 CO2 içeren etüvde ve
otomatik zaman ayarl› bir çalkalay›c› üzerinde, 37 ºC’de
inkübe edildi.
TOK’lerinde IPT Uygulanmas›: IP tekni¤i için Biyotin
‹flaretli Pürüfiye keçi anti-tavuk IgG (H+L) (KPL-16-2406), ExtrAvidin-Peroxidase (Sigma-E2886) ve AEC
Kromojen Kit (Sigma-AEC101) kullan›ld›.
a) Endojen peroksidaz›n giderilmesi: Bu amaçla iki
farkl› yöntem uyguland›. Trakeal halkalar›n bir k›sm› %
0,28’lik periyodik asit solusyonu ile 2 dk muamele edildi
(23). Di¤er halkalar ise % 3’lük H2O2’de 10 dk bekletildi
(14). Her iki uygulama sonunda halkalar Phosphate
Buffer Saline (PBS) ile 10 dk süre ile 2 defa hafif devirli
çalkalay›c› üzerinde y›kand›.
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b) Trakeal halkalar›n IPT ile boyanmas›: IP boyama,
“Avidin-Biotin-Peroksidaz-Kompleksi” yöntemi ile
uyguland› (24). ‹lk aflamada trakeal halkalar primer
antikor (anti IBV antiserumu) ile muamele edildi. Bu
aflamada mikropleyt gözlerindeki halkalar›n herbirinin
üzerine 0,1 ml primer antikor eklendi ve 37 ºC’de 45-60
dk inkübe edildi. ‹nkübasyon süresi sonunda halkalar “a”
fl›kk›nda belirtildi¤i flekilde y›kand›. Sekonder antikor
(biyotin iflaretli keçi anti tavuk IgG (H+L))
uygulamas›ndan önce “background” boyanmay› önlemek
amac› ile % 20’lik normal keçi serumu ile halkalar oda
s›cakl›¤›nda 10 dk inkübe edildi. Y›kama iflleminin
ard›ndan sekonder antikor 0,1 ml halkalar üzerine
eklendi ve oda s›cakl›¤›nda 30 dk inkübe edildi. Y›kama
sonras› tüm halkalar 0,1 ml ExtrAvidin-Peroxidase ile oda
s›cakl›¤›nda 30 dk inkübe edildi. Y›kama ifllemi
uyguland›ktan sonra son aflamada AEC Kromojen ile
halkalar 2 dk, 5 dk ve 10 dk olmak üzere farkl› sürelerde
inkübe edildi ve deiyonize su ile y›kand›. Boyama ifllemi
sonunda trakeal halkalar temiz lamlar üzerine yerlefltirildi
ve üzerlerine 1 damla kaplama mediumu (gliserol-jelatin)
damlat›l›p bir lamel ile hafifçe kapat›ld› ve ›fl›k
mikroskobunda incelendi.
c) Reagentlerin Optimizasyonu: IPT’nde kullan›lan
primer antikor (1/25, 1/50 ve 1/100), sekonder antikor
(1/50, 1/100 ve 1/1000) ve ExtrAvidin-Peroxidase
(1/50, 1/100 ve 1/200) farkl› dilusyonlar› ile ön çal›flma
yap›larak optimize edildi.
Doku Kesitlerinde IPT Uygulanmas›: Trakeal
halkalardan haz›rlanan parafin kesitlerde IBV antijenini
saptamak için “Avidin-Biotin-Peroksidaz-Kompleksi”
yöntemi kullan›ld› (24). Kesitler deparafinize edildikten
sonra PBS’de 5 dk y›kand›. Endojen peroksidaz aktivitesi
giderildikten sonra kesitler, normal keçi serumu, primer
antikor, sekonder antikor, ExtrAvidin-Peroxidase ve AEC
kromojen ile inkübe edildi. Karfl›t boyama için Mayer’in
hematoksileninde 2 dk boyand›. Kesitlerin üzerine 1
damla gliserol jelatin damlat›l›p lamel ile kapat›ld› ve ›fl›k
mikroskobunda incelendi. Negatif kontrol olarak PBS
inokule edilen trakeal halkalar kullan›ld›. Tüm ifllemler
oda ›s›s›nda ve nem odalar›nda gerçeklefltirildi.
Histopatolojik ‹nceleme: IBV M41 suflu ile infekte
edilen ve negatif kontrol olarak b›rak›lan trakeal
halkalardan inkubasyonun 18., 24. ve 48. saatlerinde
örnekler al›narak % 10’luk nötral formalin solusyonunda
tespit edildi. Bilinen yöntemlerle haz›rlanan parafin
bloklardan al›nan 5-6 mikronluk kesitler hematoksileneosin ile boyanarak ›fl›k mikroskobunda incelendi.

Deney Plan›
-1
-2
-3
* IBV M41 referens suflun 10 , 10 ve 10 ‘lük
dilusyonlar› yap›larak her bir dilusyondan, her
deneme için üçer adet trakeal halkaya inokule edildi.
‹nkubasyonun 18., 24. ve 48. saatlerinde örnekler
ayr›ld›. Ayn› zamanda siliar aktivite kontrolü yap›ld›
ve daha sonra halkalara IPT uyguland›. Kontrol
grubu olarak PBS inokule edilen trakeal halkalara
IPT uyguland›.

* IBV M41 referens suflun 10-1’lik dilusyonu inokule
edilen trakeal halkalar›n bir k›sm› ayn› sürelerde
ayr›larak formol içine al›nd›. Bu dokulardan parafin
bloklar haz›rlanarak kesitleri al›nd› ve IPT ile
boyand›.
-1
* IBV M41 referens suflun 10 ’lik dilusyonu inokule
edilen trakeal halkalar›n bir bölümünden ise yine
parafin bloklar haz›rland› ve histopatolojik yönden
kontrolü yap›ld›.

Derecelendirme
TOK’lerinde IPT uygulamas›nda sonuçlar 0-4 aras›nda
derecelendirildi. 0: IP reaksiyonu görülmeyen örneklere,
1: Trakeal epitel dokunun 1/4’ünde IP reaksiyonunun
görüldü¤ü örneklere, 2: Trakeal epitel dokunun 1/2’sinde
IP reaksiyonunun görüldü¤ü örneklere, 3: Trakeal epitel
dokunun 3/4’ünde IP reaksiyonunun görüldü¤ü
örneklere, 4: Trakeal epitel dokunun tamam›nda IP
reaksiyonunun görüldü¤ü örneklere verildi. Ayn› sistem
siliostazisin derecelendirilmesi için de yap›ld›. Böylece her
grupta bulunan trakeal halkalar›n üçünde de maksimum
IP reaksiyonu veya siliostazis gözlendi¤inde skor 12
(4X3) olarak ifade edildi (19).

Bulgular
TOK’lerinde
Sonuçlar›:

Immunperoksidaz

Boyanma

- Background boyama: Trakeal halkalar›n
immunoperoksidaz tekni¤i ile boyanmas› sonucunda
reaksiyonlar ›fl›k mikroskobunda X10 ve X25’lik
objektiflerle incelendi. Periyodik asit (% 0,28) veya H2O2
(% 3) ile muamele edilen örneklerde % 20 keçi serumu
ile blocking uygulamas›na ra¤men background
boyanmalar›n giderilemedi¤i gözlendi. AEC substrat›n k›sa
süre (2-3 dk) uygulanmas› ile trakeal halkalarda nonspesifik boyanmalar›n daha az düzeyde oldu¤u gözlendi.
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- Farkl› dilusyonlar ve inkübasyon periyotlar›nda
Immunperoksidaz boyanma sonuçlar›:
a) 4,13 log10 ile infeksiyon: TOK’lerinde viral antijen
inkübasyonunun en erken 18. saatinde optimal düzeyde
tespit edildi (fiekil 1). Bu gruptaki halkalarda siliostazis
18. ve 24. saatte gözlendi, ancak 48. saatte dahi
siliostazis % 100 tamamlanmad› (fiekil 2).
b) 3,13 log10 ile infeksiyon: Bu grupta viral antijen IP
tekni¤i ile optimal düzeyde 48. saatte gözlendi. 18. ve
24. saatte de oldukça güçlü boyanmalar dikkati çekti.
10-2’lik suland›rma ile yap›lan bu infeksiyon grubunda
siliar aktivite 24. saatte % 50’nin alt›nda idi, 48. saatte
ise yaklafl›k % 50 düzeyinde gözlendi (fiekil 3).
c) 2,13 log10 ile infeksiyon: En düflük virüs dilusyonu
(10-3) ile yap›lan infeksiyonun 18. saatinde oldukça az
miktarda boyanmalar gözlendi (fiekil 4), 24. ve 48.

saatlerde ise kademeli olarak art›fl gözlenen spesifik
reaksiyonlar belirlendi. Bu dilusyonlardaki halkalar›n siliar
aktivitesi ilk 24 saat boyunca oldukça güçlü idi, 48. saatte
ise halkalarda düflük düzeyde siliostazis tespit edildi (fiekil
5).
d) Kontrol grubu: PBS inokule edilen trakeal
halkalar›n IPT ile boyanmas› sonucu spesifik reaksiyon
gözlenmedi (fiekil 6).
Doku Kesitlerinin ‹mmunperoksidaz Boyama
Sonuçlar›: 4,13 log10 (10-1) IBV M41 ile infeksiyonun
18., 24. ve 48. saatlerinde al›narak formalin ile tespit
edilen ve parafine gömülen trakeal halkalar›n IP tekni¤i ile
boyama sonucunda epitel hücrelerin sitoplazmas›nda viral
antijen tespit edildi (fiekil 7). PBS inokule edilen negatif
kontrol grubu trakeal halkalarda spesifik boyanma
gözlenmedi (fiekil 8).

12
siliostazis

10

skor

8

immunperoksidaz boyama

6
4
2
0
0

6

12

18

24

30

36

42

48

infeksiyon sonras› zaman (saat)

fiekil 1.

fiekil 2.

4,13 log10 CD50 ile infekte edilen TOK’lerinde
immunperoksidaz reaksiyonu ve siliostazisin saptanma
zaman› ve derecesi.

fiekil 4.

IBV M41 ile infekte TOK’de düflük düzeyde spesifik IP
reaksiyonu (ok)X400.

IBV M41 ile infekte TOK’de yayg›n, spesifik IP reaksiyonu
(ok)X400.

12

siliostazis

10
immunperoksidaz boyama

skor

8
6
4
2
0
0
fiekil 3.

1384

6

12 18 24 30 36
infeksiyon sonras› zaman (saat)

42

48

3,13 log10 CD50 ile infekte edilen TOK’lerinde
immunperoksidaz reaksiyonu ve siliostazisin saptanma
zaman› ve derecesi.
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12
siliostazis

skor

10
8

immunperoksidaz boyama

6
4
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0
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fiekil 5.

fiekil 7.

6

12 18 24 30 36
infeksiyon sonras› zaman (saat)

42

48

2,13 log10 CD50 ile infekte edilen TOK’lerinde
immunperoksidaz reaksiyonu ve siliostazisin saptanma
zaman› ve derecesi.

IBV M41 ile infekte TOK’den haz›rlanan parafin doku
kesitlerinde, epitel hücrelerde spesifik IP reaksiyonu (ok),
X400.

Histopatolojik ‹nceleme Sonuçlar›: IBV ile
infekte edilen trakeal halkalar›n inokulasyondan 18,
24 ve 48 saat sonra yap›lan histopatolojik
incelemelerinde; lamina epiteliyalisi oluflturun yalanc›
çok katl› prizmatik epitel hücrelerin kinosilyumlar›n›n
ortadan kayboldu¤u, soluk eozinofilik sitoplazma ve
piknotik çekirde¤e sahip bu hücrelerin yuvarlak bir
görünüm ald›¤› dikkati çekti. Ayr›ca bu dejenere
hücrelerin yer yer epitel tabakadan ayr›l›p, lümene
döküldükleri tespit edildi. ‹nokulasyondan 48 saat
sonra yap›lan mikroskobik incelemede ise lamina
epitelyalisin tek katl› yass› epitel halini ald›¤› ve yer
yer tamamen dökülüp, ortadan kalkt›¤› gözlendi
(fiekil 9). PBS inokule edilen kontrol grubu trakeal
halkalarda ise herhangi bir patolojik bulgu
gözlenmedi (fiekil 10).

fiekil 6.

PBS ile inokule edilen TOK’de negatif IP reaksiyonu, X400.

fiekil 8.

PBS inokule edilen kontrol grubu TOK’lerine ait parafin
doku kesitlerinde negatif IP reaksiyonu , X400.

Tart›flma
IPT, birçok viral infeksiyonun tan›s›nda s›kl›kla
kullan›lan bir yöntemdir. Bu çal›flmada IBV ile in vitro
infekte edilmifl civciv trakeal organ kültürlerinden elde
edilen fikze edilmemifl taze trakeal dokularda ve formalin
ile fikze edilmifl parafin kesitlerde IPT uygulanm›flt›r.
Bhattacharjee ve ark. (19) benzer olarak taze trakeal
dokuda IFT ile IBV antijeninin varl›¤›n› ortaya
koymufllard›r. Araflt›rmac›lar bu teknik ile yüksek titrede
inokule edilen virusun trakeal halkalarda 24 saatten daha
erken saptanabildi¤ini ve IF reaksiyonunun siliostazisten
önce ortaya ç›kt›¤›n› bildirmifllerdir. Naqi (23) ise, IBV ile
infekte edilen SPF embriyolu yumurtalar›n CAM’lar›nda
viral antijeni inokulasyondan sonraki 15. saat içinde IP
tekni¤i ile ortaya kondu¤unu rapor etmifltir. Bu çal›flmada
da IBV’nun 4,13 log10 CD50 ile infekte edilen trakeal
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fiekil 9.

IBV M41 inokule edilen TOK’lerinden haz›rlanan kesitlerde,
lamina epitelyaliste yass›laflma ve epitel hücrelerinde
belirgin kay›p ,H.E. X200.

halkalarda inokulasyonun 18. saatinde reaksiyon optimal
düzeyde saptand›. ‹nokulumdaki virus miktar›n›n
azalmas›na paralel olarak IP reaksiyonlar› da gittikçe
azalan düzeylerde gözlendi. Ayr›ca tüm inokulasyon
gruplar›nda IP reaksiyonlar› siliostazisden önce tespit
edildi.
IBV’nun izolasyonu amac› ile TOK, embriyolu
yumurtaya ve hücre kültürlerine tercih edilmekte ve
trakeal halkalar›n siliar epitelinde üreyen virus, siliostazis
oluflturmaktad›r (8,16). IBV’nun siliostazis oluflturma
gücü virusun serotipleri ve miktar› ile iliflkili olmakla
birlikte, genellikle ilk 24 saatte bafllay›p 3-4 günlük süre
içinde trakeal halkan›n % 100’ünde siliostazis
görülmektedir (6,8,25). Bu çal›flmada farkl› miktarda IBV
M41 ile inokule edilen trakeal halkalarda IP ifllemi ile
parelel olarak siliar aktivite de incelendi ve inokulumdaki
virus miktar›n›n azalmas›na paralel olarak trakeal
halkalardaki siliostazis oranlar›n›n da azald›¤› saptand›.
IPT ile hem k›sa süre içinde sonuç al›nmaktad›r hem
de virusun dokuda oluflturdu¤u de¤ifliklikler
incelenebilmektedir. Ancak bu çal›flmada, IP boyama doku
kesitleri yerine direkt trakeal halkalara uyguland›¤›ndan
ve trakeal halkalar›n kal›nl›¤› oldukça fazla oldu¤undan
trakeal epitelin yap›s›n› inceleme olana¤› olmad›. Ayr›ca
trakeal halkada endojen peroksidaz (EP) enziminin
bulunmas› ve trakeal halkalar›n oldukça kal›n yap›da
olmas› nedeni ile teknikte EP’› gidermek amac› ile
kullan›lan % 0,28’lik periyodik asit veya % 3’lük H2O2
uygulamalar› yeterli olmad› ve trakeal halkalarda
“background” boyanmalar giderilemedi. IP tekni¤inde

1386

fiekil 10.

PBS inokule edilen kontrol grubu TOK’ne ait kesitlerde
epitelin normal yap›s› , H.E. X200.

background boyanmalar›n di¤er bir sebebi ise testte
kullan›lan primer antikorlard›r. Primer antikorlar›n
poliklonal özellikte olmas›n›n non-spesifik boyanmalara
neden olabilece¤i, monoklonal antikor kullan›m› ile nonspesifik reaksiyonlar›n önlendi¤i bildirilmektedir (23,26).
Ayr›ca IPT uygulanan dokuya ait hayvan türünde
haz›rlanm›fl antiserum kullan›m› da background
boyanmalara neden olmaktad›r. Bu çal›flmada kullan›lan
primer antikor, IBV M41 suflunun 3-5 haftal›k SPF
piliçlere inokulasyonu ile elde edilmifltir. Bu çal›flmada
kullan›lan sekonder antikor ise keçiden elde edilmifl
biyotin iflaretli anti-tavuk IgG serumudur. Teknikteki
background boyama nedenlerinden biri keçi serumundaki
non-spesifik antikorlard›r. Bunu gidermek için testin
sekonder antikor kullan›lan aflamas›ndan hemen önce
“blocking serum” (normal keçi serumu) kullan›lmaktad›r
(27). Bu çal›flmada da % 20’lik normal keçi serumu
blocking amaçl› kullan›ld›. Ancak background boyama
üzerinde önemli bir etkisi gözlenmedi. Çal›flmada
kullan›lan kromojenin
inkubasyon süresinin k›sa
tutulmas› ile preparatlarda nonspesifik boyanman›n daha
az görüldü¤ü ve spesifik boyanmalar›n da bu süreden
etkilenmedi¤i saptand›. Ayr›ca yine trakeal dokular›n kal›n
olmas› nedeni ile mikroskobik incelemede dokunun
kal›nl›¤› boyunca farkl› derinliklerde spesifik boyanmalar›n
oldu¤u ancak net gözlenemedi¤i dikkati çekti. Bu da
trakeal halkalarda IP tekni¤inin de¤erlendirilmesini
zorlaflt›rd›. Benzer problemler halkalar›n IF ile
boyanmas›nda da saptanm›flt›r (19).
IBV’nun trakeal epitel
saptanmas›nda formalin ile

dokudaki varl›¤›n›n
fikze edilmifl veya

A. fiEN, G. SÖNMEZ, V. CANER, M.Ö. ÖZY‹⁄‹T

dondurulmufl trakeal doku kesitleri yayg›n olarak
kullan›lmaktad›r (23,26). Bu çal›flmada IBV M41 ile invitro infekte edilmifl TOK’lerinden haz›rlanan ve formalin
ile fikze edilerek parafinle bloklanm›fl doku kesitleri
kullan›ld›. IBV M41 referens suflun 4,13 log10 (10-1)
miktar› ile infekte edilen trakeal halkalar›n kesitlerinde,
inkubasyonun 18., 24. ve 48. saatlerinde viral antijen
saptand›. Trakeal doku kesitlerinde viral antijenin 18.
saatte saptanmas›, IBV’nun TOK’nde ço¤almas› ile
aç›klanabilir. Naqi (23), IBV M41 ile intraokuler yolla
infekte etti¤i piliçlerin trakeal dokular›nda viral antijeni
inokulasyondan 96 saat sonra tespit ederken ayn›
çal›flmada, 9 günlük SPF embriyolu yumurtalara allantoik
boflluk yolu ile inokule etti¤i virusu inokulasyondan 15
saat sonra tespit etmifltir. Viral antijenin saptanmas›ndaki
bu süre farkl›l›¤›n›n inokulumdaki virusun embriyolu
yumurtalarda daha k›sa sürede ço¤almas›na ba¤l› oldu¤u
vurgulanm›flt›r.
Çal›flmada 4,13 log10 IBV M41 ile inokule edilen
TOK’lerinden inokulasyondan 18, 24 ve 48 saat sonra
haz›rlanan kesitlerin histopatolojik incelemesinde, yalanc›
çok katl› prizmatik epitellerde kinosilyum kayb›, soluk
eozinofilik sitoplazma, epitel hücrelerinde yuvarlaklaflma

ve deskuamasyon gözlendi. Pradhan ve ark. (20) ile fien
ve ark. (21) yapt›klar› çal›flmalarda, bu çal›flmada elde
edilen bulgulara benzer olarak, IBV ile infekte edilen
TOK’lerinin histopatolojik incelemelerinde lamina
epitelyalisin tek katl› yass› ve tek katl› kübik epitel yap›ya
dönüflmesi, epitel hücrelerde yer yer yuvarlaklaflma,
çekirdeklerinde piknoz ve yayg›n deskuamasyon ile
kinosilyumlarda kay›p saptam›fllard›r.
Sonuç olarak; TOK’lerinde IP tekni¤i ile IBV’na ait
spesifik reaksiyon 18. saatte saptanm›flt›r. Virusun
embriyolu yumurtalarda veya hücre kültürlerinde
izolasyon ve identifikasyonunun ald›¤› süre dikkate
al›n›rsa, bu tekni¤in oldukça zaman kazand›r›c› oldu¤u
aç›kt›r. IP tekni¤inin fikse edilmemifl-taze trakeal
halkalara uygulanmas›nda zemin boyama problemi tam
olarak giderilememifl, ancak kromojen ile inkubasyon
süresi 2-3 dk uyguland›¤›nda non-spesifik boyanmalar›n
oldukça azald›¤› dikkati çekmifltir. Bu çal›flmada, taze
trakeal halkalardaki viral antijenin saptanmas›na paralel
olarak, doku kesitlerinde de benzer viral antijen tespitinin
yap›lmas›, her iki doku preparat›n›n da IBV viral
antijeninin ortaya konmas› amac› ile kullan›labilece¤ini
göstermektedir.
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